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3’ UTR  3’ Unstraslated region (Región 3’ no traducida) 
AGO  proteína argonauta 
ATP  Adenosina trifosfato 
cDNA  ADN complementario 
Ct  Ciclo umbral 
dATP  Desoxiadenosina trifosfato 
dCTP  Desoxicitosina trifosfato 
DGCR8 DiGeorge Syndrome Critical Region 8  
dGTP  Desoxiguanosina trifosfato 
dNTP  Desoxiribonucleótidos trifosfato 
dTTP  Desoxitimidina trifosfato 
DT2  Diabetes tipo 2 
GAA  Glucosa en ayuno alterada 
GTP  Guanosina-5'-trifosfato 
HbA1c  Hemoglobina glicosilada 
HDL  High density lipoprotein (lipoproteína de alta densidad) 
IMC   Índice de masa corporal 
IDF  Federación Internacional de Diabetes 




MODY Maturity Onset Diabetes of the Young (Diabetes del adulto de inicio 
juvenil) 
M-MuLV  Moloney Murine Leukemia Virus 
nt  Nucleótidos 
PCR  Polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
PTGO  Test de tolerancia oral a la glucosa 
qPCR  PCR cuantitativo 
RISC RNA Induced Silencing Complex (Complejo de silenciamiento inducido 
por RNA) 
RNA  Ácido ribonucléico 
RNasa Ribonucleasa 
RT  Reverse transcripción (transcripción reversa) 
RT-qPCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa  
Tm  Melting temperature (temperatura de disociación) 
TRBP  TAR RNA-binding protein 
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La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad multifactorial considerada un problema de 
salud pública en el Perú. Su aumento rápido se relaciona con la falta de estrategias 
apropiadas para abordar el problema. Una detección temprana puede ayudar a 
prevenir futuras complicaciones y por ende una mejor calidad de vida. Diversos 
estudios han reportado la presencia de moléculas circulantes en la sangre que pueden 
ser útiles como marcadores de detección temprana, seguimiento y tratamiento de la 
DT2. Dentro de este conjunto de moléculas se encuentran los miRNAs, los cuales 
juegan un papel crucial en la patogénesis de la DT2 ya que regulan importantes vías 
metabólicas como la secreción de insulina y la homeóstasis de glucosa. En la presente 
tesis se estudió la expresión génica de los miRNAs miR-126 y miR-375 que, de 
acuerdo a la literatura, han sido estudiados para evaluar su potencial uso como 
marcadores de la DT2. Los miRNAs fueron obtenidos a partir de muestras de sangre y 
su expresión fue cuantificada por RT-qPCR. Los análisis estadísticos se llevaron a 
cabo usando el software R. Aunque no se encontró ninguna asociación 
estadísticamente significativa entre cualquiera de los miRNAs y los estados pre-
diabetes y/o DT2, se encontró una tendencia de aumento en el nivel de expresión de 
miR-375 desde el grupo control al grupo DT2. Otras variables evaluadas debido a su 
estrecha relación con el desarrollo de DT2 tales como índice de masa corporal, 
circunferencia abdominal, concentración de glucosa en sangre, hemoglobina 
glicosilada, colesterol HDL, colesterol VLDL, triglicéridos, hipertensión y antecedentes 
familiares mostraron diferencias entre los grupos (p < 0.05). 





Type 2 diabetes (DT2) is a multifactorial disease considered a public health problem in 
Peru. Its rapid increase is related to the lack of appropriate strategies to address the 
problem. Early detection can help prevent future complications and therefore a better 
quality of life. Several studies have reported the presence of circulating molecules in 
the blood that may be useful as markers of early detection, monitoring and treatment of 
T2D. Within this set of molecules are the miRNAs, which play a crucial role in the 
pathogenesis of T2D since they regulate important metabolic pathways such as insulin 
secretion and glucose homeostasis. In this thesis we studied the gene expression of 
the miRNAs miR-126 and miR-375 that, according to the literature, have been studied 
to evaluate their potential use as markers of DT2. The miRNAs were obtained from 
blood samples and their expression was quantified by RT-qPCR. Statistical analyzes 
were carried out using the R software. Although no statistically significant association 
was found between any of the miRNAs and the pre-diabetes and/or DT2 states, a 
tendency of increase in the expression level of miR- was found. 375 from the control 
group to the DT2 group. Other variables evaluated due to their close relationship with 
the development of DT2 such as body mass index, abdominal circumference, blood 
glucose concentration, glycosylated hemoglobin, HDL cholesterol, VLDL cholesterol, 
triglycerides, hypertension and family history showed differences between the groups 
(p <0.05). 





La prevalencia de la diabetes tipo 2 (DT2) a nivel nacional es de 7% y existen 
aproximadamente 1.2 millones de peruanos que sufren de esta enfermedad; de los 
cuales, cerca de 1 millón aún no ha sido diagnosticado por lo que no ha recibido el 
tratamiento adecuado (Sausa, 2014). Según información del Ministerio de Salud 
(MINSA, 2015), alrededor del 8.2% de la población mayor de 18 años padece diabetes 
y la mitad de los afectados por esta enfermedad ignora que la padece. 
La detección o diagnóstico clínico de esta enfermedad es posible mediante el uso de 
biomarcadores, parámetros biológicos que se pueden evaluar de manera objetiva 
(Abbasi, Stolk, & Bakker, 2014). Aunque existen distintos tipos de biomarcadores 
utilizados para el diagnóstico de DT2, entre los que se encuentran la concentración de 
lipoproteínas, ferritina y glucosa, estos parámetros séricos permiten la predicción del 
desarrollo de DT2 unos pocos años antes de su manifestación en individuos que ya 
presentan alteraciones metabólicas. Sin embargo, estos marcadores no son 
específicos de DT2 y no pueden utilizarse para evaluar la susceptibilidad de la 
enfermedad en la población (Guay & Regazzi, 2013). 
El reciente descubrimiento de miRNAs estables en suero y plasma, protegidos de la 
actividad de RNAsas endógenas, ha permitido un gran avance en el campo de la 
biomedicina ya que abre la posibilidad de emplearlos como biomarcadores (Guay & 
Regazzi, 2013). 
Por otro lado, de acuerdo con el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnología e 
Innovación, ALICIA (última revisión 10 de septiembre de 2018) no se hallan trabajos 
y/o investigaciones relacionadas al estudio de miRNAs ni su correlación/asociación 
con factores de riesgo (obesidad, edad, estilo de vida, etc.) en la población peruana.  




2. MARCO TEÓRICO 
2.1. Diabetes en el Perú 
De acuerdo con la octava edición del Diabetes Atlas elaborado por la Federación 
Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation [IDF], 2017), se estima 
425 millones de individuos con diabetes alrededor del mundo, lo equivalente al 8.8% 
de la población mundial. Asimismo, aproximadamente el 50% del total de personas 
con diabetes corresponde a individuos sin un diagnóstico de la enfermedad, lo que 
representa un problema global de salud pública. La DT2 representa aproximadamente 
el 95% de los casos de diabetes a nivel mundial. Esta enfermedad es más frecuente 
en personas mayores de 50 años así como en mujeres en comparación a varones 
(Seclen et al., 2017). 
La prevalencia de diabetes en el Perú para la población adulta entre 20 y 79 años de 
edad se estima en un 5.6% (IDF, 2017), una disminución aparente respecto al anterior 
Diabetes Atlas (International Diabetes Federation [IDF], 2015) donde la prevalencia 
estimada fue de 6.9%. Esta aparente disminución no significa realmente una menor 
prevalencia de diabetes en el Perú, tal como se ha estimado en varios países de 
América Central y del Sur (SACA), en realidad se debe al uso de nuevas fuentes de 
datos para estimar la prevalencia en estos países y que corresponden al periodo de 
enero 2015 a diciembre 2016. 
En el Perú los estudios realizados en los últimos cinco años indican una prevalencia 
aproximada de 7% a nivel nacional (Seclen et al., 2015; Bernabé-Ortiz et al., 2016; 
Seclen et al., 2017) y de 8.4% en Lima Metropolitana (Seclen et al., 2015). Además, 
aproximadamente un 50% del total de individuos diabéticos, no está diagnosticado 
(Seclen et al., 2015). Tras un seguimiento de aproximadamente cuatro años a 
individuos representativos de las tres regiones del país (costa, sierra y selva) se 
observa una asociación entre el desarrollo de DT2 y edad avanzada, obesidad y 
educación técnica/superior (Seclen et al., 2017). 
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En el Perú se ha observado que la glucosa en ayuno alterada (GAA), un marcador 
sérico asociado al desarrollo de DT2, se encuentra en 22.4% de la población peruana 
y es mayor en personas que viven en la costa en comparación con las otras regiones 
(Seclen et al., 2015). Estos datos nos indican el gran problema de salud pública que 
implica la diabetes y que en los últimos años se ha incrementado en las zonas urbanas 
(Bernabé-Ortiz et al., 2016).  
De acuerdo con la Organización Panamericana de la Salud en el Perú, el 2% del total 
de muertes en todas las edades es causado por diabetes. Es por ello que se debe 
prevenir la aparición de la enfermedad a través de políticas sanitarias, promoción de 
un estilo de vida saludable y búsqueda de biomarcadores para un diagnóstico 
temprano y tratamiento oportuno. 
2.2. Biomarcadores de diabetes tipo 2 
Aunque niveles elevados de glucosa sanguínea se relacionan directamente con el 
desarrollo de diabetes, esta enfermedad en realidad tiene un origen complejo que 
involucra a múltiples factores tales como el sobrepeso, sedentarismo y factores 
genéticos.  
La problemática de esta enfermedad, descrita anteriormente, lleva a la búsqueda de 
nuevos marcadores que permitan un diagnóstico temprano y tratamiento oportuno 
evitando así complicaciones frecuentes en el país como la neuropatía que origina el 
pie diabético, la nefropatía diabética y la retinopatía diabética no proliferativa (Villena, 
2016). 
Actualmente se realizan varias pruebas bioquímicas para la detección precoz de la 
DT2, como son la glucosa plasmática en ayunas, glucosa plasmática a las 2 h luego 
de un test de tolerancia oral a la glucosa (PTGO) y la prueba de hemoglobina 
glicosilada (HbA1c) (Care, 2017), además de las medidas antropométricas (Guay & 
Regazzi, 2013). Estas pruebas se suelen realizar a individuos que presentan 
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alteraciones metabólicas, no obstante, en el denominado estado pre-diabético ya 
existe una deficiencia en la función de las células β del páncreas (Jagannathan et al., 
2018). 
Tanto los marcadores clásicos como colesterol, creatinina, lipoproteínas y triglicéridos; 
y los nuevos como incretinas, citokinas, adipokinas, proteína C reactiva, entre otros, no 
son específicos de DT2 (Guay & Regazzi, 2013), y en su mayoría solo reflejan la 
situación de una diabetes ya establecida. 
El reciente descubrimiento de pequeños RNA, llamados microRNAs (miRNAs), que 
participan en varios procesos biológicos como proliferación, diferenciación, apoptosis, 
desarrollo celular, (Sebastiani et al., 2017), entre otros, supone un gran interés en 
investigación con respecto al papel de estas moléculas en diversas patologías. 
Asimismo, su gran estabilidad en suero y/o plasma abre la posibilidad de emplearlos 
como biomarcadores en la prevención, diagnóstico, seguimiento y terapia génica de 
enfermedades como la DT2 (Guay & Regazzi, 2013; Raffort, Hinault, Dumortier, & Van 
Obberghen, 2015; Deiuliis, 2016; Sebastiani et al., 2017).  
2.3. Rol de los miRNAs en la regulación génica 
Los miRNAs son pequeñas moléculas de RNA de cadena simple no codificantes que 
poseen un tamaño aproximado de 22 nucleótidos (Ha & Kim, 2014). Estas moléculas 
regulan la expresión de genes a nivel post transcripcional ya sea reprimiendo la 
traducción del RNA mensajero diana o promoviendo su degradación mediante la unión 
al extremo 3’ UTR (Ying, Chang, & Lin, 2013), aunque, en algunos casos, puede 
unirse al extremo 5’ UTR (Lee et al., 2009) (Figura 1). Además, se ha observado que 
la alteración de los niveles de expresión de miRNAs repercute en el desarrollo de 
diversas patologías (Ha & Kim, 2014).   








































Figura 1. Biogénesis de los miRNAs.  
Los pri-miRNA se transcriben mediante RNA polimerasa II y se escinden mediante Drosha y 
DGCR8. Este complejo reconoce la estructura de RNA bicatenario del pri-miRNA y lo escinde 
para liberar al pre-miRNA. Este pre-miRNA se exporta mediante exportina-5 hacia el 
citoplasma donde es procesado por Dicer junto a TRBP para formar un dúplex miR/miR* 
maduro. El dúplex miR/miR* se carga en el complejo RISC el cual elimina la hebra miR* para 
formar el RISC activo. Finalmente, se inhibe la traducción o induce la degradación del mRNA. 
(Adaptado: Melo & Melo, 2014). 
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La transcripción de los genes de miRNAs es llevada a cabo por las RNA polimerasa II 
o III (Melo & Melo, 2014) generando un transcrito primario de miRNA llamado pri-
miRNA con una longitud entre 3 kb - 4 kb que consiste en una estructura tallo-lazo 
(stem-loop). Posteriormente una endonucleasa RNAsa III, denominada Drosha, junto a 
la proteína DGCR8, proteína de unión a RNA de doble hebra, forman un complejo 
(denominado microprocesador) que corta al pri-miRNA para generar un precursor (pre-
miRNA) de 60 a 70 nt aproximadamente que es exportado al citoplasma por la 
proteína exportina-5 dependiente de Ran-GTP. En el citoplasma, la endonucleasa 
RNAsa III, Dicer, remueve el lazo (loop) para generar al miRNA maduro que es 
incorporado en la formación del complejo catalítico RISC. A través de este complejo se 
da la regulación génica, el cual está compuesto por Dicer, la proteína de unión a RNA 
en respuesta a trans-activación TRBP, que mejora la fidelidad de la escisión y que, a 
su vez, recluta a la proteína AGO que funciona como catalizador de RISC. 
Posteriormente, la proteína AGO selecciona la hebra madura del miRNA (miR) que 
guiará al complejo hacia el RNA mensajero diana. De esta forma la otra hebra 
denominada pasajera (miR*) es degradada (Figura 1) (Melo & Melo, 2014). Los 
miRNAs procedentes del extremo 3' o el extremo 5' del gen de miRNA se indican con 
un sufijo -3p o -5p, respectivamente.  
Se predice que los miRNAs regulan aproximadamente el 60% de los genes 
codificantes. Un solo miRNA puede unirse a múltiples mRNA y estar implicado en 
diversas vías y procesos biológicos (Melo & Melo, 2014). Se sabe que el control de la 
biogénesis de los miRNAs involucra varias proteínas entre las que se encuentran 
proteínas supresoras de tumores y proteínas proto-oncogénicas (Bajan & Hutvagner, 
2014). En el caso de la diabetes, la desregulación de los miRNAs afecta la función de 
las células β en el páncreas y/o la resistencia a la insulina (Feng, Xing, & Xie, 2016), 
además de los procesos celulares asociados tales como el metabolismo de lípidos y 
carbohidratos y las vías de señalización de la insulina y adiponectina (He et al., 2017). 
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Así, basándose en la evidencia se llega a entender que el papel de los miRNAs es 
crucial para el desarrollo de diferentes procesos biológicos. 
 
2.4 Diabetes tipo 2 y miRNAs circulantes 
Las células están constantemente secretando miRNAs a través de microvesículas, 
exosomas, cuerpos apoptóticos y lipoproteínas (Higuchi et al., 2015). Su presencia en 
diversos fluidos corporales como sangre, orina, leche materna, lagrimas, líquido 
seminal, líquido amniótico y líquido cefalorraquídeo (Raffort, Hinault, Dumortier, & Van 
Obberghen, 2015) permite proponerlos como potenciales biomarcadores de DT2 
(Dehwah, Xu, & Huang, 2012; Guay & Regazzi 2013; Raffort, Hinault, Dumortier, & 
Van Obberghen, 2015; Deiuliis, 2016). En estudios in vitro la transferencia de miRNAs 
de células donadoras a células receptoras altera la expresión génica de las células 
receptoras, lo que sugiere también su potencial rol en la comunicación celular (Boon & 
Vickers, 2013).  
Los miRNAs circulan por los diferentes fluidos dentro de vesículas derivadas de 
membrana y/o lipoproteínas, que los protegen de la acción de las RNasas circulantes, 
de esta forma pueden dirigirse y reconocer a RNA mensajeros en las células diana y 
así regular su expresión génica. Se ha observado que existen vías de señalización 
específicas con este fin (Boon & Vickers, 2013). 
Existen varias consideraciones a tener en cuenta cuando se evalúa un potencial 
marcador biológico. Los miRNA poseen varias ventajas como su presencia y 
estabilidad en diversos fluidos corporales (Zubakov et al., 2010; Park et al. 2009; 
Weber et al., 2010), lo cual permite obtenerlos de una forma no invasiva, 
principalmente en suero y plasma (Mitchell et al., 2008; Xu, Guo, Zhang, Chen, & Hu, 
2016). La detección de los miRNAs se realiza mediante técnicas de biología molecular 
como secuenciamiento, microarreglos y PCR en tiempo real (de Planell-Saguer & 
Rodicio, 2013). De ellas, la PCR en tiempo real es usada para la validación de los 
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miRNAs que hayan sido identificados en un primer análisis de perfiles de expresión. 
Esta técnica no solo permite obtener resultados cuantitativos del nivel de expresión 
sino también la reproducción de los mismos (Etheridge, Lee, Hood, Galas, & Wang, 
2011; Müller, 2012). De esta manera, los criterios mencionados permiten catalogarlos 
como marcadores útiles. 
2.5. miR-126 y miR-375 en diabetes tipo 2 
El miR-126 (también llamado angiomiR-126 por su relación con el sistema vascular) se 
expresa en las células endoteliales (Cavarretta, Chiariello, & Condorelli, 2013) 
facilitando la angiogénesis y regulando la función de las células endoteliales (de Boer 
et al., 2013). Se ha encontrado que el nivel de expresión de miR-126 en plasma es 
menor en pacientes con DT2 generando un efecto en la señalización del factor de 
crecimiento endotelio-vascular (VEGF). Estas diferencias se replicaron en ratones 
hiperglicémicos, donde los niveles de expresión de miR-126 en los cuerpos 
apoptóticos endoteliales disminuye frente a una alta concentración de glucosa 
(Zampetaki et al., 2010). Zampetaki et al., 2010, llevaron a cabo uno de los primeros 
estudios que evaluó perfiles de expresión de miRNAs en plasma en una muestra de 
822 pacientes con DT2, además en este estudio se llevó a cabo un seguimiento de 
individuos que presentaron niveles normales de glucosa basal y que, en los siguientes 
diez años, desarrollaron DT2. Los niveles de expresión de miR-126 se encontraron 
alterados en estos pacientes mucho antes de la manifestación de la enfermedad. 
Zhang et al., 2015, también reportaron el poder predictivo de miR-126 al realizar un 
seguimiento por dos años a individuos que presentaban una concentración de glucosa 
basal dentro del rango normal y que posteriormente desarrollan DT2. Por tanto, se 
encuentra una asociación entre el nivel de expresión de miR-126 y la DT2, así como 
una correlación indirecta entre miR-126 y la concentración de glucosa en plasma. 
En otro estudio, donde se llevó a cabo un análisis de los transcriptos de miR-126 
obtenidos a partir de suero de pacientes con DT2, se identificó una asociación entre el 
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estado diabético y la expresión de miR-126 (Liu et al., 2014). Además, el estudio 
sugiere que miR-126 en suero podría utilizarse para discriminar individuos con pre-
diabetes de individuos sanos. Lui et al., 2014 consideraron en estado de pre-diabetes 
a individuos con tolerancia a la glucosa alterada (TGA) y/o glucosa en ayuno alterada 
(GAA), este grupo mostró una diferencia significativa comparada con los individuos de 
los grupos control (individuos sanos) y DT2. Es importante mencionar que el grupo 
TGA/GAA llevó un programa de dieta y ejercicio físico por seis meses. Una vez 
finalizado, los participantes mostraron un incremento de los niveles de expresión de 
miR-126, lo que indicaría que a este nivel se puede controlar la progresión de las 
alteraciones metabólicas y evitar la manifestación de la DT2. 
Otros estudios también han sugerido el uso de miR-126 como potencial predictor de la 
aparición de DT2, observándose una menor expresión de este miRNA antes de la 
manifestación de la enfermedad en ciudadanos de China (Zhang et al, 2015), Italia 
(Zampetaki et al., 2010) y Egipto (Rezk et al., 2016). Asimismo, la disminución en la 
expresión de miR-126 se ha encontrado en pacientes con DT2 que desarrollaron 
complicaciones diabéticas macrovasculares y retinopatía diabética en comparación 
con pacientes sin complicaciones evidentes (Rezk et al., 2016).  
Por otro lado, dentro de los miRNAs mejor estudiados se encuentra miR-375 el cual se 
expresa en los islotes de células β así como en la glándula pituitaria, glándula 
suprarrenal, tiroides, hipófisis, pulmones y tracto gastrointestinal (Eliasson, 2017). 
Estudios en ratones knockout (375KO) demostraron que la ausencia de miR-375 no 
solo influye en la masa de células β sino también en la masa de células α que median 
la regulación de genes involucrados en el crecimiento y proliferación celular (Poy et al., 
2009). 
En la organogénesis del páncreas el nivel de expresión de miR-375 aumenta al mismo 
tiempo que lo hace la transcripción del gen de la insulina, de esta forma miR-375 
tendría un papel regulador en el desarrollo pancreático (Li, 2014). Además, se ha 
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observado que miR-375 es esencial para la homeostasis de la glucosa (Higuchi et al., 
2015).  
De acuerdo con la investigación de Higuchi et al., 2015, donde obtuvieron perfiles de 
expresión de miRNAs en varios tejidos de ratones que fueron sometidos a una dieta 
alta en colesterol, mostraron una alta expresión de los miRNAs evaluados en los 
islotes pancreáticos a diferencia de otros tejidos.  Además, el nivel de expresión de 
miR-375 no mostró diferencias entre el grupo control y el grupo sometido a la dieta alta 
en colesterol. Sin embargo, sí se observó un aumento del nivel de expresión de miR-
375 en el tejido adiposo pardo del grupo en estudio comparado al grupo control. 
Investigaciones realizadas con muestras de suero evidencian un incremento en el nivel 
de expresión de miR-375 al comparar grupos de individuos con pre-diabetes y 
pacientes con DT2 con un grupo conformado por individuos con tolerancia normal a la 
glucosa e individuos sanos (Kong et al., 2011; Sun et al., 2014; Higuchi et al., 2015). 
Kong et al. 2011 fueron uno de los primeros en evaluar los perfiles de expresión de 
miRNAs en pacientes con DT2, tras su estudio manifiestan que un panel de miRNAs, 
que incluye a miR-375, permite clasificar correctamente a individuos con DT2 recién 
diagnosticada, individuos con pre-diabetes e individuos sanos. 
miR-375 muestra asociación con DT2 independientemente de la edad, sexo, presión 
sanguínea, HBA1c, colesterol, triglicéridos y LDL, así como con la progresión de esta 
enfermedad (Al-Muhtaresh & Al-Kafaji, 2018). Este miRNA actúa como un regulador 
negativo de la secreción de insulina de modo que altos niveles de su expresión la 
suprimen, mientras que una baja expresión la potencia (Eliasson, 2017). 
Por otro lado, también existen antecedentes que no evidencian diferencias en el nivel 
de expresión de miR-375 entre los grupos evaluados (Flowers et al., 2015; Seyhan et 
al., 2016). Seyhan et al., 2016, no encuentran diferencias en el nivel de expresión de 
miR-375 entre grupos de individuos con DT2, con pre-diabetes e individuos control, 
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pero sí reporta una sobreexpresión de miR-375 en individuos con diabetes tipo 1 con 
respecto a los individuos control. En este mismo estudio, miR-126 mostró una ligera 
disminución en el nivel de expresión en individuos con pre-diabetes en comparación 
con individuos control. 
En lo que va del año, el número de investigaciones indizadas por PubMed, usando las 
palabras clave “miRNA” AND “type 2 diabetes”, son más de 100 y alrededor de 400 en 
2016 y 2017. Por lo mencionado anteriormente, es importante el estudio de estos 
marcadores en la población peruana así como evaluar su uso potencial como 
biomarcadores debido a que diferencias en la expresión génica han sido encontradas 
en diversas poblaciones y/o grupos étnicos (Chang et al., 2014).  
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1. Hipótesis 
El nivel de expresión de miR-126 y/o miR-375 se asocia con el estado DT2 o pre-
diabetes de manera individual y/o en interacción con factores de riesgo. 
3.2. Objetivos 
3.2.1. General 
Determinar si la expresión de miR-126 y/o miR-375 puede ser usada como 
biomarcador de DT2 y/o estado pre-diabetes de manera individual y/o en interacción 
con factores de riesgo.  
3.2.2. Específicos 
 Cuantificar la expresión de miR-126 y miR-375 en individuos diagnosticados 
con DT2, pre-diabéticos e individuos sanos en la población peruana. 
 Comparar la expresión de miR-126 y miR-375 en individuos diagnosticados con 
DT2, pre-diabéticos e individuos sanos en población peruana. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Grupos de estudio y material biológico  
4.1.1. Características de los grupos de estudio  
El grupo de estudio estuvo conformado por un total de 46 individuos, incluidos 17 
individuos recién diagnosticados con DT2, 13 individuos con pre-diabetes y 16 
individuos sanos de la Unidad de Endocrinología del Hospital Nacional Arzobispo 
Loayza, provincia de Lima. En todos los casos se les proporcionó información 
detallada referente a la investigación y se les solicitó la firma del consentimiento 
informado. Seguidamente se procedió a la toma de muestra de sangre periférica y 
llenado de la ficha de captación de datos. 
 
4.1.1.1. Pacientes con diabetes tipo 2  
Criterios de Inclusión  
 Consentimiento informado y encuesta.  
 Pacientes con IMC < 34.9 y reciente diagnóstico de DT2 con un tiempo no 
mayor a 3 meses.  
 Pacientes cuya edad de diagnóstico fluctúa entre 30 y 65 años. 
 Pacientes que no han recibido ningún tratamiento contra la enfermedad o 
dejaron de recibirla en por lo menos seis meses previos a la toma de muestra. 
Criterios de exclusión  
 Pacientes que hayan desarrollado cáncer, enfermedades cardiovasculares, 
nefropatía u otras enfermedades crónicas (Kong et al., 2011; Rezk et al., 2016., 
2016; Yan et al., 2016).  




4.1.1.2. Individuos con pre-diabetes  
Criterios de Inclusión  
 Consentimiento informado y encuesta.  
 Individuos con IMC ≤ 29.9 sin diagnóstico de diabetes tipo 2.  
 Individuos cuya edad fluctúa entre 30 y 65 años.  
 Individuos con niveles de glucosa en sangre 100 mg/dL a 125 mg/dL y HbA1c 
entre 5.7% a 6.4 %.  
Criterios de exclusión  
Pacientes que hayan desarrollado cáncer u otras enfermedades crónicas (Kong et al., 
2011; Rezk et al., 2016; Yan et al., 2016). 
 
4.1.1.3. Control 
Criterios de inclusión  
 Consentimiento informado y encuesta.  
 Individuos sin diagnóstico de DT2.  
 Individuos sin antecedentes familiares de DT2.  
 Individuos cuya edad fluctúa entre 30 y 65 años.  
 Individuos con niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en rango 
considerado normal y que no presenten obesidad (18.5 ≤ IMC ≤ 29.9).  
 
4.2 Muestra biológica  
La toma de muestra fue colectada tras un ayuno de aproximadamente 8 horas. La 
muestra consistió en 3 mL de sangre periférica colectada por venopunción empleando 
el sistema Vacutainer®. Para ello se utilizó un tubo al vacío de polipropileno sin 
anticoagulante de 6 mL de capacidad. Las muestras fueron transportadas asegurando 
una cadena de frío desde el hospital al laboratorio. 
El diagnóstico de DT2 fue confirmado mediante el examen de hemoglobina glicosilada 
(HbA1c) como recomienda la Asociación Americana de Diabetes (Care, 2017). 
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4.3 Obtención de suero  
Para una coagulación completa, los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente por 
30 min. La separación del suero se llevó a cabo mediante centrifugación a 2500 rpm 
por 10 min, la fase superior (suero) se transfirió a un tubo y se centrifugó a 13 053 rpm 
durante 10 min para descartar los desechos celulares adicionales y minimizar la 
contaminación de los ácidos nucleicos libres derivados de las células sanguíneas 
dañados. Posterior a la centrifugación el volumen de suero se alicuotó y almacenó a -
20 °C. La obtención de suero se llevó a cabo después de 2 a 6 horas posterior a la 
toma de muestra para realizar el procedimiento de extracción el mismo día.  
4.4. Extracción de RNA 
Para la extracción del RNA total se utilizó el kit comercial “miRNeasy Mini Kit” 
(Qiagen), siguiendo la recomendación del fabricante. El principio de extracción del kit 
consiste en una lisis por tiocianato de guanidina - fenol y purificación mediante 
membranas de sílice. El RNA purificado se almacenó a -20 °C hasta el momento en el 
que se llevó a cabo la síntesis de cDNA.  
4.5. Diseño de cebadores 
Se utilizó el software miRprimer (Busk, 2014) que permite el diseño de cebadores 
específicos para miRNAs a ser amplificados mediante RT-qPCR (Figura 2). Este 
método considera la secuencia del miRNA maduro como molde. Para el forward 
(cebador F) se toma de 12 nt a 18 nt de extremo 5’ del miRNA que se estabiliza al 
agregar G, A, C, G, C en ese orden hasta alcanzar una temperatura de fusión (Tm) de 
59 °C. Para el reverse (cebador R) se toma de 3 nt a 8 nt del miRNA en el extremo 3’ 
del miRNA, se añade 15 residuos de timina y se estabiliza con los residuos de 
nucleótidos mencionados anteriormente para alcanzar una Tm de 59 °C. También se 
asigna una puntuación a la evaluación de una serie de parámetros como la longitud 
específica del miRNA, formación de estructuras secundarias y tendencia a formar 








Figura 2. Ubicación de los cebadores para RT-qPCR específico de miRNA.  
La secuencia del cebador forward (cebador F) es entre 12 nt a 18 nt de la secuencia del miRNA 
y puede incluir una etiqueta en el extremo 5'. El cebador reverse (cebador R) es 
complementario entre 3 nt a 8 nt del microRNA, seguido de 15 residuos de T y una cola de 
longitud variable. Los 15 residuos de T y la cola son idénticas a la parte de la secuencia del 
cebador RT (Busk, 2014). 
 
Tabla 1. Cebadores empleados en transcripción reversa y qPCR 
Nombre Secuencia (5’ → 3’) 













Tabla 2. miRNAs sintéticos empleados para generar la curva estándar 









4.6. Poliadenilación y transcripción reversa  
A partir del RNA aislado, se procedió a la poliadenilación y transcripción reversa 
(Figura 3). Para esta reacción se empleó la enzima polimerasa poly(A) (New England 
Biolabs) y la enzima transcriptasa reversa M-MuLV Reverse Transcriptase (Invitrogen).  
El master mix consistió de 1 μL 10X de Buffer de reacción de la polimerasa poly(A) de 
Escherichia coli., 1 μL de ATP (1mM), 1 μL de cebador RT (10 μM), 1 μL mix de dNTP 
(1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 1 mM dTTP), 0,5 μL (200 U/μL) de 
transcriptasa reversa M-MuLV, 0,2 μL polimerasa poly(A) de Escherichia coli.              
5 000 U/mL, se añade la muestra de RNA, y se completa con agua libre de RNasa 
hasta un volumen final de 10 µL. Esta mezcla se incuba a 42 °C por 1 h, luego a 95 °C 




Figura 3. Poliadenilación y transcripción reversa.  
(1) Comienza con el RNA purificado que contiene al miRNA. (2) Se agrega la cola poli (A) con 
la enzima polimerasa poli (A) (PAP). (3) La síntesis de cADN con transcriptasa reversa (RTasa) 
y un cebador de poli (T) anclado.  (4) Finalmente, se realiza la PCR con dos cebadores 
(Modificado de Balcells, Cirera, & Busk, 2011). 
 
4.7 Curvas estándar en la cuantificación absoluta 
Para cada marcador se calculó una curva estándar por la amplificación seriada de los 
miRNAs sintéticos (Tabla 2) utilizando diferentes concentraciones de cada miRNA 
sintético. Se graficó el valor del ciclo umbral (Ct) promedio para cada concentración de 
miRNA sintético versus el logaritmo de la concentración del miRNA sintético (Figura 4). 
A partir de ello se utilizó la curva que obtuvo una eficiencia cercana al 100%. 
La eficiencia de amplificación se realizó para cada juego de cebadores, siendo EmiR-
126= 2.0 y EmiR-375=2.03 (Figura 4). 
La amplificación específica de los cebadores se confirma con la presencia de un solo 
pico en la curva generada por los cebadores (Figura 12). El ciclo a partir del cual se 













Figura 4. Eficiencia de amplificación de miR-126 y miR-375.  
Las gráficas muestran los Ct vs la concentración del número de copias del miRNA 





4.8. PCR cuantitativo  
El método consiste en realizar un PCR específico para miRNAs (Bacells et al., 2011) 
que permite determinar, por cuantificación absoluta, el nivel de expresión de los 
miRNAs evaluados en los tres grupos de estudio (control, pre-diabetes y DT2). 
Para el análisis de la expresión de los miRNAs se usaron los cebadores indicados 
anteriormente (Tabla 1), asimismo se usó el kit KAPA SYBR® FAST qPCR (Kapa 
Biosystems), con modificación de protocolo del fabricante como se detalla a 
continuación.  Se utilizó 5 µL de master mix, 0,2 µL de cada cebador, 0,2 µL (ROX) y 3 
µL de cADN para un volumen de reacción de 10 µL. Los perfiles de expresión de los 
miRNAs se obtuvieron mediante reacción de amplificación llevada a cabo en el equipo 
StepOne Plus Real Time System (AB). La eficiencia de la amplificación se calculó para 
cada juego de cebadores por medio de curvas estándar de los miRNAs sintéticos. Las 
condiciones de la PCR fueron: inicio con 3 min a 95 °C, 10 s de 40 °C a 95 °C y 1 min 
a 60 °C. Se realizó la curva de disociación al final de cada corrida dentro del rango de 
temperaturas de 60 °C a 85 °C, aumentado 0.3 °C por cada segundo. Cada reacción 
se llevó a cabo por duplicado. 
4.9 Análisis Estadístico  
Los datos obtenidos de la cuantificación por qPCR fueron colectados y analizados por 
el software StepOnePlus™ Software v2.3. La comparación de Ct se realizó para 
evaluar el nivel de expresión de los miRNAs mediante la cuantificación absoluta de 
cada uno de los marcadores. 
La descripción de las variables así como la elección de las pruebas estadísticas se 
realizó en función de su naturaleza y distribución. El análisis estadístico se llevó acabo 
con el software estadístico R (R Core Team, 2018). Para determinar la distribución 
normal de los datos se usó la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables categóricas 
fueron comparadas mediante la prueba de Chi-cuadrado entre los tres grupos de 
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estudio. El análisis de diferencias de las variables cuantitativas entre los distintos 
grupos se realizó mediante la prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una vía para 
las variables que presentan una distribución normal, caso contrario se usó la prueba 
de Kruskal-Wallis. Para el análisis Post-hoc se utilizó la prueba Tukey o prueba de 
Dunn en función de la distribución de las variables. En ambos casos se usó la 
corrección por el método Bonferroni. La relación entre las variables numéricas se 
estudió elaborando gráficos de dispersión, líneas de tendencias y cálculo de los 
coeficientes de correlación de Pearson y Spearman mediante el paquete Psych de R 
(Revelle, 2018). El coeficiente de correlación de Pearson se usó cuando ambas 
variables siguieron una distribución normal, de lo contrario se usó el coeficiente de 
correlación de Spearman. 




5.1. Grupos de estudio 
Se evaluó un total de 46 muestras pertenecientes a los grupos control (n = 16), pre-
diabetes (n = 13) y DT2 (n = 17). Cinco muestras no generaron datos del análisis de 
qPCR, fueron una muestra control y una del grupo DT2 para miR-126 y dos muestras 
en el grupo pre-diabetes y una en el grupo DT2 para el marcador miR-375. Por lo 
tanto, no se les incluyó en el análisis del nivel de expresión de miRNAs. 
5.2. Características antropométricas y bioquímicas 
Las características antropométricas y bioquímicas de los tres grupos de estudio, 
control, pre-diabetes y DT2 se describen en la Tabla 3.  
 
La comparación entre los tres grupos pone en evidencia la existencia de diferencias 
estadísticamente significativas entre las variables índice de masa corporal, 
circunferencia abdominal, glucosa, HbA1c, HDL, VLDL y triglicéridos de los grupos 





Tabla 3. Descripción de las variables antropométricas y bioquímicas entre los 
grupos de estudio. 
Características Control  (Media ± SD) 
Pre-diabetes 
(Media ± SD) 
DT2  
(Media ± SD) P-value 
Sexo 
(masculino/femenino) 16 (8/8) 13 (5/8) 17 (9/8) 0.095a 
Edad (años) 45.19 ± 10.81 45.69 ± 9.85 49.88 ± 6.67 0.289b 
IMC (kg/m2) 24.04 ± 2.09 25.85 ± 2.76 27.88 ± 3.75 0.003b 
Circunferencia 
abdominal (cm) 87.31 ± 11.85 90.15 ± 8.49 97.00 ± 8.54 0.021b 
PAS (mmHg) 122.75 ± 0.55 121.77 ± 16.94 123.41 ± 13.26 0.948b 
PAD (mmHg) 78.13 ± 5.26 80.08 ± 10.68 82.65 ± 14.00 0.482b 
Glucosa (mg/dL) 95.94 ± 8.69 99.77 ± 13.92 172.12 ± 75.11 2.6e-05b 
HbA1c (%) 5.31 ± 0.27 5.82 ± 0.16 9.16 ± 2.69 2.6e-08c 
Colesterol total 





HDL - Colesterol 
(mg/dL) 61.53 ± 24.82 24.82 ± 4.50 48.55 ± 6.95 0.001c 
LDL - Colesterol 





VLDL - Colesterol 
(mg/dL) 27.60 ± 5.94 35.63 ± 17.34 38.41 ± 12.25 0.044b 
Triglicéridos (mg/dL) 124.71 ± 28.61 164.00 ± 68.23 192.06 ± 61.25 0.002c 
miR-375 (x103) 









miR- 126 (copias/µL 









SD: Desviación estándar  
a: Prueba de Chi cuadrado 






Grupos en pares Límite inferior 
Límite 
superior P - ajustado 
Pre-diabetes - Control -0.898 4.503 0.248 
DT2 - Control 1.313 6.351 0.002 
DT2 – Pre-diabetes -0.635 4.694 0.166 
Análisis de varianza (ANOVA) de una vía, 
seguido de la prueba Post-hocTukeyHSD 
F = 6.83 
gl = 2 
P-value = 0.003 
 
Figura 5. Distribución de la variable Índice de Masa Corporal (IMC). 
Se observa que el IMC incrementa desde el grupo control hasta el grupo DT2. Hay una diferencia estadísticamente significativa entre 




Grupos en pares Límite inferior 
Límite 
superior P - ajustado 
Pre-diabetes - Control -6.051 11.734 0.720 
DT2 - Control 1.392  17.983 0.019 
DT2 – Pre-diabetes -1.929 15.621 0.153 
Figura 6. Distribución de la variable Circunferencia Abdominal (CA). 
Se observa que el CA incrementa desde el grupo control hasta el grupo DT2. Hay una diferencia estadísticamente significativa entre los 
grupos Control, Pre-diabetes y DT2. 
 
Análisis de varianza (ANOVA) de una vía, 
seguido de la prueba Post-hocTukeyHSD 
F = 4.24 
gl = 2 





Grupos en pares Límite inferior 
Límite 
superior P - ajustado 
Pre-diabetes - Control -38.485 46.148 0.974 
DT2 - Control 36.706 115.654     0.00008 
DT2 – Pre-diabetes 30.594 114.103   0.0004 
Análisis de varianza (ANOVA) de una vía, 
seguido de la prueba Post-hocTukeyHSD 
F = 13.656 
gl = 2  
P-value = 2.562e-05 
 
Figura 7. Distribución de la variable Glucosa. 
Se observa que la glucosa presenta una concentración alta en el grupo DT2 a diferencia de los grupos Pre-diabetes y Control con 





Grupos en pares P - ajustado 
Pre-diabetes - Control     0.0021 
DT2 - Control 0.00 
DT2 – Pre-diabetes 0.03 
Figura 8. Distribución de la variable Hemoglobina glicosilada (HbA1c). 
Se observa que la HbA1c incrementa desde el grupo control hasta el grupo DT2, presentando el grupo DT2 valores elevados. 
Hay una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos Control, Pre-diabetes y DT2. 
 
Prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la 
prueba Post-hoc Dunn, método Bonferroni 
X2= 34.894 
gl = 2 






Grupos en pares P - ajustado 
Pre-diabetes - Control 0.999 
DT2 - Control 0.001 
DT2 – Pre-diabetes 0.008 
Prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la 
prueba Post-hoc Dunn, método Bonferroni 
X2 = 13.363  
gl = 2 
P-value = 0.0013 
 
Figura 9. Distribución de la variable HDL. 
Se observa que el colesterol HDL disminuye desde el grupo control hasta el grupo DT2. Hay una diferencia estadísticamente 




Grupos en pares P - ajustado 
Pre-diabetes - Control 0.261 
DT2 - Control 0.010 
DT2 – Pre-diabetes 0.350 
Figura 10. Distribución de la variable VLDL. 
Se observa que el colesterol VLDL incrementa desde el grupo control hasta el grupo DT2. Hay una diferencia 
estadísticamente significativa entre los grupos Control, Pre-diabetes y DT2. 
 
Prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la 
prueba Post-hoc Dunn, método Bonferroni 
X2 = 7.398 
gl = 2 





Grupos en pares P - ajustado 
Pre-diabetes - Control 0.104 
DT2 - Control   0.0006 
DT2 – Pre-diabetes 0.199 
Figura 11. Distribución de la variable Triglicéridos. 
Se observa que el triglicérido incrementa desde el grupo control hasta el grupo DT2. Hay una diferencia estadísticamente 
significativa entre los grupos Control, Pre-diabetes y DT2. 
 
Prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la 
prueba Post-hoc Dunn, método Bonferroni 
X2 = 12.534 
gl = 2 




Figura 12. Curvas de disociación para determinar la amplificación específica de los cebadores para miR-126 y miR-375.  
Fluorescencia (Derivate Reporter (-R)) vs Temperatura (°C) muestra un solo pico indicando la especificidad de los cebadores. 
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5.3. Perfiles de expresión 
Los niveles de expresión de cada miRNA se expresan en número de copias de miRNA 




Prueba de Kruskal-Wallis 
X2 = 3.887 
gl = 2 
P-value = 0.143 
Figura 13. Nivel de expresión de miR-375 
Se observa que la expresión de miR-375 presenta una tendencia a incrementar 
desde el grupo control hasta el grupo DT2. No hay una diferencia estadísticamente 























Prueba de Kruskal-Wallis 
X2 = 0.636 
gl = 2 
P-value = 0.728 
 
 
Figura 14. Nivel de expresión de miR-126 
Se observa que la expresión de miR-126 presenta semejanzas en sus 
niveles de expresión desde el grupo control hasta el grupo DT2, con la 
presencia de ciertos valores atípicos. No hay una diferencia estadísticamente 






A pesar de existir marcadores biológicos que permiten diagnosticar la diabetes tipo 2 
(DT2) y realizar un monitoreo de los niveles de azúcar en sangre de los pacientes, 
existen dos grandes deficiencias respecto a ello. Primero, cuando se diagnostica a un 
paciente con DT2 este ya presenta alteraciones metabólicas mucho antes del 
diagnóstico y por tanto resulta más difícil abordar la enfermedad ya establecida. 
Segundo, estos marcadores no permiten anticipar las complicaciones diabéticas que 
puede desarrollar el paciente. Por lo tanto, se necesita identificar marcadores 
específicos de DT2 que permitan detectar tempranamente el riesgo de desarrollo de 
esta enfermedad. 
Los miRNAs, al estar involucrados en la regulación génica, tienden a variar sus niveles 
de expresión en respuesta a una alteración ocurrida en nuestro organismo, por ende, 
es posible cuantificar su expresión en individuos de los grupos control, pre-diabetes y 
DT2 generando perfiles de expresión que permiten la comparación entre estos grupos.  
6.1 Factores de riesgo 
La obesidad es el principal factor de riesgo de DT2, en la presente tesis este 
parámetro se mide con el índice de masa corporal (Figura 5); otro factor es el nivel de 
glucosa, evaluada aquí con la concentración de glucosa plasmática en ayunas (Figura 
7) y la HbA1c (Figura 8); además de los factores no modificables como la presencia, o 
no, de antecedentes familiares (Anexo 1). Todas estas variables antes mencionadas, 
además de los cuantificadores del perfil lipídico (colesterol HDL, colesterol VLDL y 
triglicéridos), fueron significativamente diferentes entre los tres grupos (Tabla 3). Los 
individuos incluidos en este estudio presentan características similares a los individuos 
que forman parte de la investigación de Rezk et al., 2016, por ejemplo, el promedio de 
edad (47 años) es el mismo en ambos estudios (Tabla 3). Con respecto a esta 
variable, en el Perú se ha observado una mayor incidencia de diabetes (23.1%) en 
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individuos con edades entre 45 y 64 años (Seclen et al., 2017). Otros estudios incluyen 
individuos con un rango de edad ligeramente menor (50 - 60 años) (Zampetaki et al., 
2010; Zhang et al., 2015; Liu et al., 2014; Kong et al., 2011; Sun et al., 2014). Dentro 
de los criterios de inclusión de la presente tesis se consideró la edad de 30 - 65 años 
(Tabla 3) que abarca el rango donde se encuentran el mayor número de pacientes 
recién diagnosticados con DT2 en la población peruana. 
Por otro lado, la incidencia de obesidad varía entre las diferentes poblaciones 
evaluadas según la literatura internacional, sobre todo en los países asiáticos como 
China y Japón que es donde se han realizado la mayoría de estudios de perfiles de 
expresión en miRNAs circulantes. 
Un aspecto interesante es que existen similitudes entre los resultados de las 
características antropométricas entre individuos de esta y otras investigaciones. El 
grado de obesidad es un factor de confusión clave cuando se evalúa el efecto de otras 
variables sobre el desarrollo de diabetes. En la presente tesis se consideró individuos 
con IMC < 34.9 dentro del grupo DT2; en este grupo, solo el 2.3% representa 
individuos con IMC > 30 del total de individuos evaluados (Anexo 1). Por ende, es 
importante notar que el índice de masa corporal de los participantes es similar al 
reportado en otros estudios previos. Además, se puede reducir el efecto de confusión 
por esta variable.  
Considerando las otras variables, los niveles de glucosa (Figura 7 y 8) y de triglicéridos 
(Figura 11) también muestran similitud con lo reportado en otras poblaciones. Además, 
también existe concordancia con respecto a las diferencias entre grupos (Zampetaki et 
al., 2010; Kong et al., 2011; Sun et al., 2014; Wang et al. 2014; Higuchi et al., 2015; 
Zhang et al., 2015; Rezk et al., 2016).  
Otro aspecto interesante es la diferencia en el perfil lipídico entre los grupos control y 
DT2. Por una parte, se observa una disminución de los niveles de colesterol HDL en el 
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grupo DT2 (Figura 9), mientras que la concentración de colesterol VLDL y triglicéridos 
(Figura 10 y 11) aumenta en este mismo grupo. Las investigaciones consideradas aquí 
como referencias (Zampetaki et al., 2010; Kong et al., 2011; Liu et al., 2014; Sun et al., 
2014; Wang et al. 2014; Zhang et al., 2015; Higuchi et al., 2015; Rezk et al., 2016) 
muestran resultados diferentes con respecto a las variables bioquímicas evaluadas a 
pesar de que incluyen individuos recién diagnosticados con DT2, como es el caso de 
la presente tesis. Por ejemplo, según los resultados de Rezk et al. 2016, los grupos 
evaluados muestran diferencias significativas solo en la variable colesterol HDL; Lui et 
al. 2014 no observaron diferencias en las variables del perfil lipídico en los grupos 
evaluados; mientras que Kong et al., 2011, encontraron diferencias en la 
concentración de triglicéridos. Estas diferencias entre los estudios pueden explicarse 
en función de factores ambientales y/o genéticos ya que estos podrían afectar vías 
metabólicas en los individuos (Wu et al., 2014; Liggi & Griffin, 2017). A la fecha los 
resultados son contradictorios entre estudios, por ejemplo, se observan resultados 
diferentes entre la población peruana y poblaciones de Asia y Europa. Estas 
diferencias, podrían explicarse por la alta incidencia de sobrepeso y obesidad que 
existe en la población peruana (Seclen et al., 2017). 
6.2 Cuantificación de miRNAs 
Es importante mencionar que no existe un consenso con respecto a qué criterios se 
deben tomar en cuenta para el estudio de los niveles de expresión de los miRNAs 
circulantes, por ejemplo, los estudios de expresión de miRNAs se han reportado en 
plasma y en suero. Aquí, la extracción de miRNAs se llevó a cabo a partir de muestras 
de suero, tal como se reportó en la investigación llevada a cabo por Kong et al., 2011. 
Dicha investigación fue una de las primeras en comparar perfiles de expresión de 
miRNAs circulantes. El método de extracción también es considerado un factor que 
puede generar discrepancias a la hora de realizar comparaciones, tal como lo 
menciona Chiang, 2014 donde un determinado kit de extracción de RNA muestra 
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productos de PCR cuantitativa en tiempo real con una mayor señal de expresión 
(fluorescencia detectada) en comparación con otros kits comerciales. Sin embargo, no 
se encontraron diferencias estadísticamente significativas a excepción de algunos 
miRNAs. El uso de diferentes métodos de extracción se debe principalmente a los 
diferentes tipos de muestras, las condiciones de cada laboratorio y los factores 
asociados. Como lo son el volumen de suero, almacenamiento de la muestra, 
descongelamiento de la muestra, entre otros.  
Por otro lado, el uso o no de controles endógenos como normalizadores (miRNAs 
utilizados para normalizar los datos resultantes de la cuantificación relativa) es otro 
aspecto que tampoco se encuentra claro. El uso de un control no adecuado podría 
introducir un sesgo significativo. En los últimos años se ha sugerido el uso de miRNAs 
cuya expresión se mantenga invariable, sin embargo, estos podrían no serlo en 
realidad (Liu et al., 2014). Muchos grupos de investigación han evaluado distintos 
potenciales genes de referencia entre los grupos pacientes y control, estos 
normalizadores no solo son específicos de cada enfermedad, sino también específicos 
por tejido evaluado. Por este motivo no se ha llegado a un consenso entre los grupos 
de investigación, en consecuencia, existen diferencias entre los normalizadores 
utilizados en múltiples estudios. De hecho, las investigaciones previas, citadas en esta 
tesis, no muestran coincidencias con respecto a los normalizadores utilizados. 
En investigaciones sobre expresión de miRNAs extraídos de suero y/o plasma, como 
ocurre en la presente tesis, el uso de normalizadores se encuentra muy limitado con 
respecto a investigaciones que utilizan tejidos (principalmente investigaciones sobre 
cáncer) en donde se ha sugerido el uso de miRNAs let-7a y miR-16 como 
normalizadores (Drobna et al., 2018). Algunos autores, como Liu et al., 2014, 
realizaron una normalización a partir del volumen inicial de suero empleado. En la 
presente tesis no se utilizó un control interno pero sí una cantidad idéntica de suero tal 
como mencionan Liu et al. 2014; además, se ha realizado una cuantificación absoluta 
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donde los resultados se expresan en número de copias de miRNA por cada microlitro 
de suero. El método utilizado emplea una curva estándar para comparar el nivel de 
expresión de los grupos evaluados. Es probable que, en los casos en los que no se 
logró detectar fluorescencia por PCR cuantitativa, la concentración de los miRNA se 
encuentre por debajo de un umbral, es decir, la no detección de la fluorescencia podría 
deberse a un bajo nivel de expresión del miRNA. Este efecto fue observado por Kong 
et al., 2011 en la evaluación de un conjunto de miRNAs en el que 3% de sus muestras 
no mostró fluorescencia. En la presente tesis, este valor es de un 15.2% (46 
muestras). Por tanto, esas muestras no fueron consideradas en el análisis de 
comparación del nivel de expresión de los miRNAs. Además, esta no detección podría 
estar relacionada con el momento en el que se desarrolla la enfermedad y el momento 
en el que se hace el diagnóstico al individuo. Así, ya que estos son momentos 
diferentes, es plausible suponer que los cambios metabólicos tendrían un efecto 
diferente en la expresión de miRNAs entre los individuos con un desarrollo reciente de 
DT2 en comparación con aquellos que tienen mayor tiempo viviendo con la 
enfermedad. 
6.3 Expresión de miRNA-126 y miR-375 
Sobre los resultados de expresión de los marcadores evaluados, los niveles de 
expresión de miR-375 muestran una tendencia a incrementar desde el grupo control 
hasta el grupo DT2 (Figura 13). No obstante, estas variaciones no son 
estadísticamente significativas. Los estudios reportados donde se evaluó el nivel de 
expresión del miR-375 circulante, tanto en muestras de suero y/o plasma, indican que 
hay una sobreexpresión de miR-375 en pacientes con DT2 comparada con individuos 
con tolerancia normal a la glucosa (individuos sanos) (Kong et al., 2011; Sun et al., 
2014; Higuchi et al., 2015; Wang et al. 2014). miR-375 es un marcador clave en la 
homeostasis de glucosa, ya que regula la secreción de insulina a través de la 
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inhibición de la exocitosis. Esto ha sido demostrado tanto en cultivos celulares como 
en estudios con ratones obesos (Sun et al., 2014; Wang, Chang, Li, Yin, & Sun, 2014).  
Es importante mencionar que no todos los reportes muestran diferencias entre 
individuos con pre-diabetes comparados con individuos con tolerancia normal a la 
glucosa (individuos del grupo control en la presente tesis). En el estudio de Kong et al., 
2011 no se encontró diferencias entre los grupos mencionados pero si hubo 
diferencias entre individuos de los grupos control e individuos DT2 recién 
diagnosticados. Caso contrario es lo reportado por Wang et al., 2014 donde se reporta 
una clara diferencia entre individuos con tolerancia a la glucosa alterada (individuos 
del grupo pre-diabetes en la presente tesis) y pacientes con DT2. Otro punto a tener 
en cuenta es el tamaño de muestra empleado en ambos estudios, Kong et al., 2011 
trabajaron con tres grupos de diecinueve individuos, tamaño de muestra similar a la 
presente tesis; en cambio, Wang et al., 2014 trabajaron con grupos de 50 individuos 
en promedio por cada grupo. Otros estudios, como el de Higuchi et al, 2015 y el de 
Sun et al., 2014, solo comparan el nivel de expresión de miR-375 entre individuos con 
tolerancia normal a la glucosa e individuos con DT2 evidenciando la sobreexpresión 
del marcador miR-375 en el segundo grupo. En la presente tesis observamos que al 
comparar el grupo control, el grupo pre-diabetes y el grupo DT2 (Figura 13), no se 
evidencian diferencias estadísticas entre grupos, estando en concordancia con los 
resultados de Kong et al., 2011.  
Los resultados presentados en la presente tesis muestra que el nivel de expresión de 
miR-375 no cambia en el desarrollo al estado pre-diabético y empieza a variar al inicio 
del estado diabético, pues se observa una tendencia al aumento de su expresión 
(Figura 13). No obstante, aunque se observa una mayor dispersión en el grupo DT2, 
este efecto podría estar relacionado con la diferencia que existe entre la progresión de 
la enfermedad y el momento del diagnóstico. Por tanto, sería adecuado ampliar la 
investigación, y de tal forma que permita determinar la utilidad de este marcador. 
49 
 
A diferencia de lo observado en miR-375, el marcador miR-126 mostró un nivel de 
expresión similar entre los grupos evaluados (Figura 14) por lo que dificulta su empleo 
para discriminar los diferentes estados. Sin embargo, en la mayoría de estudios 
previos se reporta la reducción en los niveles de expresión de miR-126 en individuos 
susceptibles (individuos con TGA/GAA) y pacientes con diagnóstico de DT2 
comparado con individuos con una tolerancia normal a la glucosa (Zhang et al., 2015; 
Zampetaki et al., 2010; Rezk et al., 2016).  
Este marcador juega un papel importante en la homeostasis del endotelio y la 
integridad celular (Zampetaki et al., 2010), es por ello que se propone como potencial 
biomarcador de DT2. Incluso ha sido evaluado en pacientes con complicaciones 
diabéticas mostrando diferencias entre individuos con un reciente diagnóstico de DT2 
y pacientes diabéticos con complicaciones macrovasculares y retinopatía (Rezk et al., 
2016).  
En este estudio, el tamaño de muestra ha sido una limitación para obtener 
conclusiones sólidas para ambos miRNAs. Sin embargo, el marcador miR-375 ha 
mostrado información preliminar importante en el grupo DT2.  
La presente tesis sienta las bases en la búsqueda de marcadores moleculares que 





 No existen diferencias significativas en los niveles de expresión de miR-126 y 
miR-375 entre individuos de los grupos DT2, pre-diabetes y control.  
 Existe una tendencia de incremento en el nivel de expresión de miR-375 en el 
grupo DT2 comparado con el grupo control. 
 Las variables consideradas factores de riesgo clásico muestran una clara 







 Contar con un protocolo de toma de muestra, transporte y almacenamiento que 
evite la posible contaminación de la muestra y degradación del RNA. 
 Emplear un tamaño de muestra mayor. 
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Mujeres 8 (50%) 8 (61.5%) 8 (47%) 
Varones 8 (50%) 5 (38.5%) 9 (53%) 
IMC (kg/m2) 
   
Normal (IMC<25) 10 (62.5%) 2 (15.4%) 4 (23.5%) 
Sobrepeso (25<IMC≤29.9) 6 (37.5%) 11 (84.6%) 8 (47.1%) 
Obesidad (30≥IMC) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 5 (29.4%) 
Al menos 30 minutos de 
actividad física    
Sí 6 (37.5%) 5 (38.5%) 7 (41.2%) 
No 10 (62.5%) 8 (61.5%) 10 (58.8%) 
Consumo frutas y/o 
verduras    
Todos los días 5 (31.6%) 4 (30.8%) 7 (41.2%) 




Sí 0 (0.0%) 1 (7.7%) 4 (23.5%) 
No 16 (100%) 12 (92.3%) 13 (76.5%) 
Antecedentes familiares 
directos    
Sí 1 (6.3%) 2 (15.4%) 6 (35.3%) 




El test estadístico empleado fue Chi-cuadrado χ2 donde (p< 0.001). 
 
Se encontraron diferencias significativas entre las variables hipertensión (χ2= 30.87, p= 
1.98e-7), antecedentes familiares de diabetes (χ2= 41.92, p= 7.88e-10) e índice de 
masa corporal (χ2=118.34, p= 1.207461e-24) (Anexo 2-4).  Los datos se observan en 
el Anexo 1. No hay diferencias estadísticas entre las variables sexo, actividad física 
(menos de 30 minutos diarios) y consumo de frutas y/o verduras. 
ANEXO 2. Frecuencia relativa de individuos para la variable hipertensión 
Prueba de Chi-cuadrado 
X2 = 30.87 
gl = 2 




ANEXO 3. Frecuencia relativa de individuos para la variable Antecedente 
Familiares 
Prueba de Chi-cuadrado 
X2 =41.92 
gl = 2 
P-value = 7.88e-10  
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Prueba de Chi-cuadrado 
X2 =118.34 
gl = 2 
P-value = < 2.2e-16  
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ANEXO 6. Consentimiento informado 
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